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@ Vecteur d'expression de rinterfdron- gamma dans les cellules de mammlfdre, proc6d6 pour sa mise en oeuvre, produit 
obtenu et composition pharmaceutlque contenant I'lnterf^ron- gamma. 

@) L'inventlon concerne un virus de ta vaccine, caractdrisd 
en ce qu'N comporte tout ou partle d'une sequence d'ADN 
codanl pourlFN^. 

L'utiilsation de ce virus pour infecter des celiutes de 
mammlfdres conduit & des celiules productrices d'lFN-y qui 
peut 6tre utiiisS dans des compositions thdrapeutiques. 
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"Vecteur d 'expression de 1 * interf ^ ron-Y dans les cellules 

de mammiffere, proc6d6 pour sa mise en oeuvre^ produit 

obtenu et composition pharmaceutique con tenant 1' inter f6ron-Y" 

Les interferons humains ont ^t^ d^crits par Isaacs 
et Lindenmann (1957) comme un groups de prot^ines capables 
d'induire un 6tat de resistance aux virus dans les cellules 
cibles. 

Depuis/de noiT±)reuses activit^s biologiques 
importantes ont 6t6 d^crites (voir Stewart, 1979) ^ notamment 
la modulation immunitaire et 1' inhibition de la prolifera- 
tion cellulaire, de m§me que des effets directs sur la 
croissance tumorale chez les animaux. 

C'est pourquoi on espfere que dans un futur proche 
les interferons joueront un r61e important dans le traite- 
ment clinique des infections virales et des tumeurs. 

Parmi les trois classes d' interferons humains, 
leucocytaire (iFN-a) , f ibroblastique (IFN-B) et immun 
(IFN-y)/ I'IFNrY a demontre qu'il etait le plus act if 
dans ses proprietes immunoregulatrices (Sonnenfeld et coll. 
1977), de regulation cellulaire (Blalock et coll*, 
1980) et d'inhibition des tumeurs (Salvin et coll., 1975 ; 
Glasgow et coll., 1978). 

L' IFN-Y naturel est induit dans des cultures de 
lymphocytes de sang peripherique par stimulation mitogenique. 
C'est seulement recemment que Rinderknecht et coll. (1984) 
ont decrit la sequence correcte de la proteine mature et 
montre son type et son degre de glycosylation. 
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La sequence prot^ique d^duite des experiences de 
clonage de cADN a conduit h diverses ambiguit^s concernant 
les extrdmit^s N- et C-terminales de la molecule biologique- 
ment active mature. Par exeinple, la sequence de la 
5 protdine choisie pour gtre exprimde dans Escherichia coli 
et la levure et bas6e sur les infoi^tions sur le cADN 
publi6es par Gray et coll. (1982) ne correspond pas 
exactement h la sequence naturelle, bien que ces modifica- 
tions n'affectent pas 1 'activity biologique de la moldcule. 

10 La pr^sente invention concerne un systfeme reposant 

sur un virus refcoiri>inant de la vaccine (W) ayant incorpor6 
le gfene codant pour la prot^ine IFN-y et qui permet la 
synthase efficace d*une prot^ine qui est libdr^e dans le 
milieu de culture. Cette synthase peut §tre obtenue dans 

15 diff^rehts types de cellules eucaryotes. En outre, ce 

virus peut §tre propag^ dans les animanx vivants, ce qui 
permet I'^tude in vivo de I'effet ijiamuior^gulateur d'un 
tauk 61ev6 d'lFN-y endogfene. 

Plusieurs groupes ont r^cemtnent mis en Evidence 

20 l*utilisation de recombinants vivants du virus de la 
vaccine pour exprimer un antigfene de 1* Influenza, de 
I 'Hepatite B et la glycoprot^ine- de la rage pour 
imniuniser centre ces maladies ou infections (Smith et coll. 
1983;* Panicali et coll., 1983; Kieny et coll. 1984). 

25 L' expression d'une sequence codante pour une 

prot^ine exogfene dans le virus de la vaccine (W) implique 
n6cessairement deux Stapes : 

1) La sequence cbdahte doit^tre align^e avec un 
promoteur de W et Stre ins^r^e dans un segment non 

30 essentiel de I'ADN de W,clon^ dans un plasmide bactdrien 
aj^ropriS . 

2) Les sequences d'ADN de W situ6es de part et 
d' autre doivent permettre des recombinaisons homologues 
in vivo entre le plasmide et le genome viral. Une double 
recorabinaison rdciproque conduit h un transfert de 1' insert 
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d'ADN du plasmide dans 1 genome viral par lequel il sera 

propag6 et exprim^ (Panicali et Paoletti, 1982; Mackett 

et coll., 1982; Smith et coll., 1983; Panicali et coll,, 1983). 

La pr^sente invention concerne un poxvirus, en par- 
5 ticulier un virus de la vaccine, caract6ris6 en ce qu'il com- 
porte la sequence d'ADN codant pour la prot6ine IFN-y humaine. 
Ce virus comportera de pr^f^rence 1 •ensemble des dl6ments 
assurant 1' expression d'un IFN-y mature complet qui sera 
s^cr^t^ par les cellules dans le milieu. 
'^^ En particulier, il comportera un promoteur d'un gfene 

de poxvirus, en particulier de la vaccine, situ6 en amont de la 
sequence codant pour la prot^ine IPN-y humaine, tel que le pro- 
moteur du gfene de 7,5 k, noti P 7,5 k, qui assurera 1* expres- 
sion de la sequence d'ADN codant pour IFN-y nomm^e ci-aprfes 
15 d'ADN (IFN-y) . 

Get ensemble promoteur/s^quence d'ADN (IFN-y) 
sera ins^r^ dans une sequence non essentielle de I'ADN 
de la vaccine telle qu'un gfene du virus de la vaccine, 
par exemple le gfene TK, ce qui fournit une possibility 
20 de selection corame cela sera expliqu^ ci-aprfes. 

Bien entendu, dans le cadre de la prdsente 
invention, lorsque I'on parle de "virus de la vaccine" 
il peut s'agir du virus entier ou d'un virus dont certaines 
parties non essentielles ont ^t^ d^l^t^es. 
25 L' invention concerne dgalement des cellules de 

mammiffere infect^es par un virus tel que d^fini 
pr^c^demment. 

Parmi les cellules particuliferement utilisables, 
il faut citer notamment les cellules Vero, bien que 
30 d'autres cellules puissent §tre utilisdes, comme cela 
sera ddcrit dans les exemples. 

L' invention concerne ^galement un procdd^ de 
preparation d' IFN-y humain obtenu par culture des cellules 
ddcrites pr6c6demment dans un milieu de culture appropri6 . 
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L' invention concernerenf in^ la prot6ine IFN-y 
humaine obtenue par la mise en oeuvre dudit proc6d6. 

L' invention concerne, en particulier les compositions 
th^rapeutiques contenant & titre de principe actif I'lFN-y 
5 obtenu par la mise en oeuvre du proc^d6 selon 1' invention, 

ainsi que les compositions thdrapeutiques contenant h titre 
de principe actif un poxvirus, en particulier un virus de la 
vaccine, modifi^ comme cela a 6t6 d^crit pr6c6demment. Dans 
ce dernier cas, le virus de la vaccine utilise comme agent 
10 th^rapeutique de traitement du corps humain ou d'un animal 

doit permettre la formation de 1*IFN-y in vivo. 

La preparation du virus recombinant selon 1' inven- 
tion comporte, notamment, les Stapes suivantes : 
15 1) Une restructuration d'une extr6mit6 du cADN 

(IFN-y) pour obtenir M13pTG05 ; 

2) La synth&se d'un mini-plasmide pTGIH & 
partir de pBR322 ; 

3) L' insertion dans ce mini-plasmide du fragment 
20 Hin -J portant le gfene .TK de W ; 

4) L' insertion dans le gfene TK du promoteur de la 
proteine 7,5 k ; 

5) L' insertion d'un polylinfcer en aval du promoteur 
P 7,5 k ; 

25 6) L' insertion entre deux sites de restriction 

du polylinker de la sequence de cADN complete codant pour la 
protdine IFN-> ; 

7) Le clonage des filaments essentiels de ce dernier 
plasmide dans le virus, de la vaccine. 
3Q Les exemples suivants illustrent les propri6t6s 

des diff brents composants obtenus. 

Les diff^rents mat^riels mis en oeuvre sont 
identifies dans les exemples. 

Sauf indication contraire, les enzymes sont 
35 utilis^es dans les conditions prdconisees par le fabricant 

et les techniques mises en oeuvre sont connues de I'hoimae 
de metier* 
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Les sequences d'acides amines et les sequences de 
nucleotides representees sur les figures ne sont pas 
reprises dans le corps de la description pour ne pas 
I'alourdir mais elles en constituent une partie int^grante. 

Sur les figures ci-annex^es, 

la figure 1 reprdsente la sequence du cADN de 
pTGII codant pour la protdine IFN-y, 

la figure' 2 schematise la mutation du cADN 
precedent pour introduire un site Bglll, 

la figure 3 schematise la structure de pML2, 

la figure 4 schematise la preparation de pTG186-POLY, 

la figure 5 schematise la preparation de pvyTG41, 

la figure 6 schematise le clonage dans le virus 
de la vaccine, 

la figure 7 represente la f luorographie des frag- 
ments d'ADN de virus recombinant Tk" aprfes hybridation 
avec une sonde cADN(IFN-y) marquee, 

la figure 8 reprdsente la courbe de la cindtique 
de synthase et de liberation dans le milieu de I'lFN-y par des 
cellules infectees par le virus recombinant vaccine IFN-y & 
3-10"^ MOI. 

1 - Construction des vecteurs 

La sequence de cADN du clone pTG1 1 , isoie ^ 
I'origine ^ partir d'une banque provenant d'ARN de lym- 
phocytes stimuies par mitogenese, est donnee ^ la 
figure 1 . 

Cette sequence differe de la premiere sequence 
publiee par Gray et coll. (1982) ^ la position 521. Le 
triplet CAA codant pour Gin est remplace dans pTGII par le 
triplet CGA qui code pour Arg. En effet, de nombreux 
groupes ont confirme cette mutation et, en outre, la 
sequence genomique montre une guanidine & la place de 
1 'adenine qui avait ete decrite. 

La sequence codant pour IFN-y dans pTGII est 
precedee par 30 bases de la region non codante de 
I'extremite 5'. 
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Afin d'^carter la presence de 1' Elongation 
poly-dG/dC entre le promoteur P7,5 k et le depart de la 
sequence de la prot^ine dans la futureconstruction, on 
introduit un site de restriction Bglll en amont du codon 
de depart, ce qui facilitera Egalement le transfert du 
cADN dans le vecteur W. 

La mutation spEcifique du site est effectuEe 
selon le schema reprdsentd h, la figure 2. 

On insure dans I'ADN bicat^naire du phage 
M13mp8 un fragment de restriction Pstl-Hindll de 1100 bp 
provenant du cADN de IFN-y contenu dans pTGII. L'ADN mono- 
cat^naire d^rivE de M13mp8 est hybrid^ avec un oligomfere 
synthdtique de 18 nucleotides ayant la structure representee 
sur la figure 2, qui remplace une sequence AT par une sequence 

On obtient ainsi un d^rivE du phage Ml 3 nommE 
M13pTG05 qui par digestion avec Bglll et EcoRI conduit 
h un fragment de 950 bp ne contenant plus d'extr^mitd 
dG/dC et codant pour la prot^ine IFN-y complete, 

2) Construction des plasmides hybrides 

Les tallies combindes des diff^rents Elements 
nEcessaires pour le transfert de la sequence codant pour 
1 'IFN-y humain dans le gEnome de W et son expression 
subs6quente sont de I'ordre de plusieurs kb. II a done 
Ete jugE nEcessaire de minimiser la taille du plasmide 
de replication dans E. coli utilise pour le travail de 
construction, de fagon h faciliter les manipulations 
necessaires . 

Le fragment Hindlll (Hin-J) du genome de W 
contient le gfene complet de la thymidine kinase (TK) 
qui a dej^ ete utilise precedemment pour permettre 
I'echange et la recombinaison d'ADN etranger dans le 
genome de W (Mackett et coll,, 1982). II est important 
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de noter que le transfert d'un insert dans le gfene TK de 
W crde un virus TK deficient qui peut 6tre reconnu. 
II a tout d'abord 6ti ndcessaire de produire un plasmide 
de petite taille portaht un site unique Hindlll utilisable 
pour 1' integration du fragment Hin-J de I'ADN de W. 
En outre r il 6tait n6cessaire d'^liminer les sequences 
de restriction non n^c^ssaires du plasmide de fagon h 
permettre les manipulations suivantes. 

La construction a 4t6 amorc^e i partir du plasmide 
pML2 (Lusky et Botchan, 1981) qui est un vecteur ddriv^ 
du plasmide pBR322 par d^lition spontan^e du segment 
entre les nucleotides 1089 et 2491 (figure 3), D'abord 
la sequence de PstI a dte eiimin^e par insertion du 
fragment Ahalll-Ahalll de pUC8 (Vieira et Messing, 1982) 
entre deux sites Ahalll de pML2 en dliminant 19 paires 
de bases. On a utilise la m^thode de "linker-tailing" 
(Lathe et coll., 1984) pour insurer dans ce plasmide un 
linker Hindlll entre les sites Nrul et EcoRI pr^alablement 
traitds par la SI . Ceci conduit i un plasmide de 2049 
paires de bases ne comportant plus de site BciinHI et 
portant le gfene B-lactamase fonctionnel (qonferant la 
resistance k 1 'ampicilline) et comportant, en outre, une 
origine de replication active dans E. coli et un site 
de restriction unique Hindlll. 

Cette construction a ete appeiee pTG1H. 

3) 

Le fragment Hin-J de I'ADN de W portant le gfene 
TK a prealablement ete clone dans un vecteur provenant 
de pBR327 (Drillien et Spehner, 1983). Ce fragment de 
4,6 kb a ete redone dans le site Hindlll de pTGIH. Un 
clone a ete seiectionne dans lequel le gfene TK est situe 
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dlstalement par rapport au gfene codant pour la resistance 
h I'cunpicilline. 

Cette construction pTGIH a &ti utilis6e coinme 
porteur dans 1 'exp/irience suivante. 

Lietape suivante a 6t4 d'isoler un promoteur de W 
utilisable pour ci;mmaiider 1 'expression de la sequence 
codant pour IFN-y hvunain* Le proinoteur d'un g^ne pr^coce 
codant pour une protdine de 7500 daltpns (7,5 k) a ddji 
6t6 utilise aviec succfes dans un but identique (Smith et 
coll., 1983) et on a done proc^d^ I'isolement de ce 
segment. 

Le gfene 7,5 k est situ6 surjl'un des plus petits 
fragments Sail (fragment Sal -S) du genome de W type WR 
(Venkatasan et coll., 1981). Coxme les petits fragments 
sont clones de fagon preferentielle, une grande proportion 
des clones obtenus par clonage direct de I'ADN de W 
type WR coup6 par Sail dans le plasmide pBR322 porte le 
fragment Sal-S. Ce fragment est insdr^ dans le bacterio- 
phage . vectexir M1 3mp701 («ieny et coll., 1983} par 
digestion Sail et religation, ce qui donne le phage 
M13TGSai-S- " , 

Dans ce clone, un site Seal se trouve immediatement 
a proximite de I'ATG d' initiation du ghne 7,5 K. En aval 
du gfehe 7,5 K se trouvent situ^s des sites uniques BamHI 
et EcoRI prbvenant du vecteur. Les sites BamHI et Seal 
sont fusionn^s par I'intermediaire d'un linker Bglll 
5*-CAGATCTG-3' aprfes avoir complete les extremites generees 
par digestion BamHI avec le fragment Klenow de la poly- 
merase. Ce precede eiimine le site Seal mais reconstitue 
le site BamHI et deplace le site unique EcoRI en aval. 
En mgme temps, le site Sail (AccI) en aval est eiimine, 
le site en amont devient done unique. 

Cette construction est appeiee M13TG7,5K 
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4) 



A I'intdrieur du fragment Hin-J de I'ADN de W se 
trouvent situds des sites Clal et EcoRl qui sont sdpar^s 
par environ 30 paires de bases (Weir et Moss, 1983) Le 
fragment promoteur de 7,5 K present dans M13tg7,5K est 
excise par AccI et EcoRI et clon6 entre les sites Clal et 
EcoRI de pTGIH-TK pour g^n^rer pTGlH-TK-P7,5K dont la 
synthase est sch^matis^e dans la figure 4. 

Cette construction conduit au transfert des sites 
BamHI et EcoRI uniques du vecteur Ml 3 imm^diatement en aval 
de la s^q-aence du promoteur 7,5K. Ces sites uniques BamHI 
et ECORI sont utilises dans la construction suivante 



5) 



Le segment polylinker du bacteriophage M13TGi3i 
(Kieny et coll., 1984) est excis^ par EcoRI et Bglli 
et insure entre les sites EcoRI et BamHI du plasmide 
PTG1H-TK-P7,5K g^n^rant pTG186-POLY. Dans cette cons- 
truction, 10 Sites de restriction sont disponibles pour 
le clonage d'un gene Stranger sous le contr61e de P7,5K 
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PTG186-POLY est mis en digestion avec BamHI et 
EGORI et ligu6 avec le fragment Bglll-EcoRI venant du 
M13PTG05 et contenant la sequence de cADN IFN-y (figure 5) 
Apr^s transformation de E. coli, les plasmides recombinants 
sont verifies par digestion enzymatique de minipr^parations 
d'ADN plasmidique. Un candidat correct a €t€ retenu et 
appel6 PWTG41 . 

7) Clonage dans le viru s de la vaccine (figure e.\ 

La strat^gie d^crite par Smith et coll. (1983) 
repose sur I'dchange in vivo entre un plasmide portant 
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un insert dans le gfene W TK et le genome viral de type 
sauvage de facon h inactiver le g&ne TK portd par le virus. 
Les virus Tk" peuvent gtre s^lectionnds par 6talement sur 
un lign^e cellulaire (TK-n^gative) en presence de 
5-bromoddoxyuridine (5BUDR) (Mackett et coll., 1982). 
La thymidine kinase phosphoryle le 5BUDR en 5 ' -monophosphate , 
qui est ensuite converti en triphosphate. Ce compost est 
un analogue de dTTP et son incorporation dans I'ADN bloque 
le dfiveloppement correct du virus. Un virus TK* peut 
n^anmoins rdpliguer son ADN normalement et il conduit k des 
plaques virales visibles dans une lignde cellulaire 
6galement TK". 

Le virus de la vaccine se propage dans le cyto- 
plasme des cellules infect^es plut6t que dans leur noyau. 
C'est pourquoi il n'est pas possible de tirer avantage 
de la machinerie de replication et de transcription de 
I'ADN de l*h6te et il est n^cessaire que le virion 
possfede les composants pour 1 'expression de son gdnome. 
L'ADN de W purifi6" est non-inf ectieux . 

Afin de g^n^rer les recombinants, il est n^cessaire 
d'effectuer simultan^ment 1* infection cellulaire avec iu virioi 
W et une transfection avec le segment d'ADN clon6 qui 
pr^sente de I'int^ret. Toutefois, la generation des 
recombinants est limitee la petite proportion des cellules 
qui sont comp^tentes pour la transfection par I'ADN. C'est 
pour cette raison qu'il a 6t& n^cessaire de mettre en 
oeuvre une strategic de "congruence" indirecte pour 
reduire le bruit de fond des virus parentaux non-recorabinants. 
Ceci a ete effectue en utilisant comme virus infectieux 
vivant un mutant thermosensible (ts) de la vaccine qui 
n'est pas capable de se propager k une temperature non 
permissive de 39,5*C (Drillien et Spehner, 1983). Lorsque 
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les cellules sont infect^es avec un mutant ts dans des 
conditions non permissives et transfect^es avec I'ADN 
d'un virus de type sauvage, la multiplication virale 
interviendra seulement dans les cellules qui sont 
comp^tentes pour la transfection et dans lesquelles 
une recombinaison entre I'ADN viral sauvage et le genome 
du virus ts aura eu lieu ; aucun virus ne se multipliera 
dans les autres cellules, en d^pit du fait qu'elles ont 
6t6 infect^es. Si un plasmide recombinant contenant un 
fragment de I'ADN de vaccine tel que pWTG41 est inclus 
dans le melange de transfection,^ la concentration 
appropri6e,avec I'ADN du type sauvage, il est ^galement 
possible d'obtenir qu'il participe la recombinaison 
homologue avec I'ADN de la vaccine dans les cellules 
comp^tentes. 

Des monocouches de cellules primaires de fibroblastes 
d'erabryons de poulets (CEF) sont infect^es h 33 °C avec 
W-Copenhague ts7 (0,1 pfu/cellule) et transfect^es avec 
un copr6cipit6 au phosphate de calcium de I'ADN du virus de 
type sauvage W-Copenhague (50 ng/10^ cellules) et le 
plasmide recombinant (25-30 ng/10^ cellules) . 

Aprfes incubation pendant 2 heures h une temperature 
qui ne permet pas le d^veloppement du virus ts (39,5*0, 
les cellules sont incub^es de nouveau pendant 48 heures h 
39,5**C. Des dilutions de virus ts"*" sont utilis^es pour 
r^infecter une monocouche de cellules de souris L-TK~ 
i 37®C qui sont ensuite incubdes en presence de 5BUDR 
(100 ug/ml) • Diff^rentes plaques de virus TK" sont obtenues 
k partir de ces cellules qui ont regu le plasmide recombi- 
nant, tandis que les cultures contr61es sans plasmide ne 
montrent pas de plaques visibles- Les virus TK" sont ensuite 
sous-clones par une deuxifeme selection en presence de 5BUDR. 
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Une double recorabinaison r^ciproque correcte entre 

le plasmide hybride IFN-y /vaccine et le genome de W 

aboutit a l'6change du gfene TK portant 1' insert avec le 

gfene TK du virus, les recombinants devenant ainsi TK~. 

5 Les ADN purifids h partir des diff^rents virus 

recombinants TK" sont dig^r^s simultan^ment par PstI et 

EcoRI et soumis k une ^lectrophorfese sur gel d 'agarose. 

Les fragments d'ADN sont transf^r^s sur un filtre de 

nitrocellulose selon la technique d^crite par Southern 

10 (1975). Le filtre est ensuite hybrid^ avec une sonde 

32 

cADN (IFN-y) , nick-translat6 au P. Aprfes lavage du 
filtre, ce dernier est fluorographic et une bande de 
1 ,0 kb est visible sur 1 'autoradiographie quand le virus 
vaccine a incorporC le gfene IFN-y (figure 7) • 

15 Expression de 1 ' interf 6ron-Y humain aprfes 

infection des cellules de aagtmifferes avec un 
virus de la vaccine reccHsbinant 

Un virus TK recoiabinant pVVTG41 ayant int6gr6 
le gfene IFN-y est utilise pour infecter diffCrentes 
20 espfeces de cellules en culture. 

Les lignCes humaines (Chcmg, HeLa) , murine (LH> , 
de hamster (BHK) , canine (ffDCK) , de singe (Vero) ou des 
cellules primaires de poulet sont testCes. 

Toutes ces lignCes peuvent produire des quantity s 
25 d ' interferon- Y hnmain voisines. 

Un protocole type ainsi que les rdsultats obtenus 
sont d6crits ici pour la lign|e Vero. 

Infection des cellules Vero par la vaccine 

Des monocouches de cellules Vero (80 % k 100 % 
30 confluentes) sont infect^es par le virus h diffdrentes 

multiplicitCs d' infection (MOI entre 10 et 1o"^ pfu/cell.) 
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en milieu ddpourvu de s^rum. AprJss adsorption 
pendant 1 heure h temperature ambiante, le virus est 
dilue par du milieu et l' infection poursuivie en ^tuve 
h 3Tc. Aprfes diffdrents temps d'infection (3 heures h 
72 heures) les surnageants sont congel^s et les cellules, 
apEfes 2 lavages successifs, sont gratt^es et congeldes en 
milieu + BSA (0, 1 mg/ml). ParalUlement , les virus 
(sauvage ou recombinant) sont titr^s par coloration au 
rouge neutre des plages de lyse observdes aux diff^rentes 
multiplicitds d'infection. 

Titration de 1' interferon produit 

Pour que les virus de la vaccine presents dans les 
extraits n 'interfferent pas dans la titration, les extraits 
sont soit traites pendant un temps suffisant aux ultra- 
violets pour inactiver plus de 99 % du virus ; soit 
clarifies par centrifugation pendant 2 heures k 30000 rpm 
et 4''C (condition suffisante pour culotter plus de 99,9 % 
du virus et r^cup^rer plus de 95 % de 1 'interferon present). 

Les surnageants ne subissent pas d'autres manipu- 
lations. Les extraits cellulaires sont obtenus apr^s 
eclatement des cellules par trois congeiations/decongdlations 
successives, suivies d'un traltement court aux ultrasons, 
puis clarification par centrifugation (10' h. 10000 rpm et 
4<»C) . 

L 'activity interferon, presente dans les surnageants 
ou les cellules ainsi traitees, est titree par la mesure 
de son effet d' inhibition sur la replication du VSV 
(virus de la stomatite vesiculaire) dans les cellules 
WISH (cellules epitheiiales humaines) . 

Des monocouches confluentes de WISH sont incubees 
en presence de dilutions serielles des extraits h tester 
et d'un interferon etalon (interferon naturel obtenu k 
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partir de lymphocytes stimulus ^ la PHA ) pendant 
24 heures h 37°C. Les milieux sont alors dliminds et les 
cellules infect^es par du VSV S OJ MOI en milieu 
appauvrl en s^rum. Aprfes 24 heures h 30 heures d' incubation 
a 3T'C, temps ndcessaire et suffisant h la lyse complete 
dans les cultures t^moins, la dilution gui'^onne la demi- 
protection centre la lyse dans les extraits est compar^e 
h celle observ^e avec 1' interferon ^talon du laboratoire. 

Get etalon interne est titrd par rapport k I'^talon 
international (NIH G9 23-901-530), IFN-y humain naturel, 
obtenu du "National Institute of Allergy and Infectious 
Diseases" (Bethesda, uSA) , pour lequel la demi-protection 
est observ^e h 1 U/ml. Les r^sultats sont exprimds en 
unites Internationales. 

Lors des immunotests, des dilutions s^rielles 
d'anticorps anti-IFN-y (anticorps monoclonal de souris 
pr6pard contre 1 ' interf 6ron-y humain clon6 dans les bact6- 
ries) , sont pr6incub6es pendant 2 heures k 37**C en presence 
d'une quantity constante d'extrait correspondant k 10 U/ml 
d' interferon, avant d'etre rajout^es aux cellules. 

Les tests de specificity d'espfece sur lignde 
bovine (MDBK) ou murine (LM> se font dgalement par infection 
au VSV, avec comme t^moin, soit de l^interfdron-a humain 
clone dans les bacteries, soit de I'lnterf eron'-y murin 
naturel partiellement purifie. 

Pour tester la sensibilite ^ pH acide de 1' interferon 
les extraits sont ajustes & pH = 2 avec de I'HCl 1 M, 
incubes 2 heures a 4°C puis neutralises par addition de 
NaOH 1 M avant d'gtre titres. 
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R^sultats 

Les r^sultats obtenus sur la lignde Vero sont 
r^sum^s dans les tableaux I, II et III et dans la figure 8. 

lis indiquent que la cin^tique d' accumulation 
5 extracellulaire de 1 'interf ^ron-y est fonction de la 

multiplicity d 'infection du virus recombinant (tableau I) : 

TABLEAU I 



ETUDE CINETIQUE DE SECRETION D ' INTERFERON- y 
PAR LES CELLULES VERO EN FONCTION DE LA MULTI- 
10 PLICITE D^ INFECTION (MOI) DU VIRUS RECOMBINANT 











Temps aprfes 


infection 






MOI 




20 heures 


30 heures 




48 heures 




U/10°cell. 


%/inax 


U/10*cell. 


%/max 


U/10^cell. 


%/max 


10 


1,9 


10* 


55 


3,4 10* 


100 


3,5 


10* 


100 


1 


8,7 


10^ 


25 


2,7 10* 


70 


3,6 


10*- 


102 


0,1 


5 


10^ 


15 


1,7 10* 


50 


2,8 


10* 


80 


10-2 


2 


10^ 


6 


ND 


ND 


5 


10^ 


14 


10-3 


1,7 


102 


0,5 


ND 


ND 


1,5 


10^ 


4,5 


10-* 


0,35 


io2 


0,1 


ND 


ND 


9 


10^ 


2,6 


10-5 


0,35 


io2 


0,1 


ND 


ND 


1,75 


102 


0,5 



ND = non d^termin^ 

A faible MOI (< 1o"^) trfes peu d' interferon est 
d6tect6 m§me 48 heures aprfes Infection. 
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-2 

Pour des MOI ^ 10 , la quantitd d' interferon 
extracellulaire est fonctlon du temps d' incubation ; la 
quantity maximale obtenue avec la lign^e Vero (3,5 10^ 
U/10^ cell.) est obtenue dks 25 heures h 10 MOI alors 
qu'elle ne 1' est pas avant 48 heures h 1 MOI. 

-2 

En se placant k une MOI moyenne (3 10 ) , on 
peut dgalement visualiser les processus successif s de . 
synthase intracellulaire de 1 'interferon, puis de 
liberation dans le milieu extracellulaire (figure 8). 
Aprfes 48 heures d' infection, 10 ^ 30 % de 1* interferon 
produit reste intracellulaire et ce quelle que soit la 
MOI* 

On verifie que 1* interferon synthetise par la 
lignee Vero infectee par le virus vaccine recoBtbinant 
presente les proprietes specif iques d'un interferon-y 
humain : 

- Specif icite d'espfece vis-^-vis d'une lignee 
cellulaire humaine, c'est-i-dire aucune activite anti- 
virale sur lignee bovine on imzrine (tableau II > • 

- Sensibilite h la tesaperature, k 1 'acidity et 
aux detergents (tableau III) . 

- Neutralisation par un anticorps specif iquement 
dirige contre l*interferon-Y hrasain {tableau II) • 
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TABLEAU III 



STABILITE DE L' INTERFERON PRODUIT DANS LES 
CELLULES VERO INFECTEES PAR LE VIRUS RECOMBINANT VACCINE IFN 



Sumageant de IFN*y huinain IFN-y humain IFN-g huma 

Traitement cellules vero standard clon^ dans clon^ dan 

infectdes par. interne coli E. coli 

le virus 
recombinant 



contr61e 100 100 100 100 

< 0,3 < 0,6 3 100 



pH:2 

2h k 4*C 



2hV4'c* <3 ^2 100 

56°C, 1h 1,2 < 0,6 < 0,1 ND 



ND = non d^termin^ 

Les r^sultats sont exprim^s en % d* activity par rapport 
au contrSle, 

Conclusion 

Toutes les lign^es testdes se sont z4v616es capables 

de synth^tiser 1 ' interf 6ron-y humain apr^s infection par un 

virus de la vaccine recombinant. 

On a pu verifier que sur ces lign^es, y compris 

les ligndes humaines, 1 ' interf ^ ron-y humain produit avait 

un effet ndgligeable sur la replication de la vaccine, 

dans les conditions d* infection utilis^es. 

Les titres mciximum obtenus sur ces dlff^rentes lign^es 
4 4 

se situent entre 2 10 et 7 10 unites d 'interferon -y 
humain pour 10^ cellules infectdes ; ce facteur 3 semble 
refieter des sensibilit^s l^gferement diffdrentes des lign^es 
au virus de la vaccine • 
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En prenant en compte une activity spdcifique ddcrite 
pour 1' interferon naturel de 10^ U/mg, ces r^sultats indiguent 
que I'on peut attendre une production maximale de 0,2 k 0,7 jig 
pour 10 cellules infect^es, soit environ 0,2 h 0,7 mg 
d' interferon purifid par litre de culture. 

Le plasmide pWTG41 a 6te depose le 12 juin 1985 4 
la collection Nationale de Cultures de Microorganismes de 
I'Institut Pasteur, 28 rue du Docteur-Roux - 75015 PARIS, 
sous le numero suivant ; 

. E. coli souche 5K pWTG41 : n" 1- 456. 

La description de ce plasmide est la suivante : 
Plasmide de replication de E. coli portant un cADN 
de 1 'interferon y humain (IFN-y) place sous le contrdle d'un 
promoteur du virus de la vaccine et destine k la recombinai- 
son in vivo, dans les cellules de mammif^res, avec le virus 
de la vaccine, pour engendrer un virus recombinant vaccine 
TK-IFN-Y, capable d'exprimer I'lFN-y dans des cellules de 
mammif feres. 

- le CADN de I'IFN-Y a ete isoie d'une banque provenant d'ASN 
messager de lymphocytes stimuies par un agent mitogfene. 

- Ce CADN a ete place sous le contr6Ie d'un promoteur du virus 
de la vaccine, le promoteur de la proteine 7,5 k. 

- La sequence d'ADN P 7,5k-IFN-Y a ete integree dans le gfene 
TK de la vaccine pour favoriser une recombinaison homologue 
avec le ghne TK du virus de la vaccine de type sauvage qui 
sera utilise pour infecter les cellules de mammif feres. 

- La sequence d'ADN comprenant P7,5K-IFN-y integree dans le 
gfene TK a ete inseree dans un plasmide de E. coli derive 
du pML2 et comprenant une origine de replication dans 

E. coli et le gfene de la 3-lactamase. 

Cette construction s'appelle pWTG41. 
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L'ADN du plasmide pWTG41 sera utilis6 sous forme 
de pr^cipitd de phosphate de calcium pour transfecter des 
cellules de mammifferes infect^es par le virus de la vaccine 
et obtenir ainsi/ au cours de la multiplication virale dans 
la cellule, une recpmbinaison entre le gfene TK du virus et 
le gfene TK contenant le gfene IFN-y* port6 par le plasmide. 
Le virus recombinant resultant de cet ^change sera TK et 
portera le ghne de I'lFN-y. 
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REVENDICATIONS 

1) Poxvirus caract6ris6 en ce qu'il comporte 
tout ou partie d'une sequence d'ADN codant pour IFN-y. 

2) Poxvirus selon la revendication 1, 
caract6ris6 en ce qu'il s'agit du virus de la vaccine. 

3) Virus selon la revendication 2, 
caract^risd en ce que la sequence d'ADN codant pour IFN-y 
est la sequence d'ADN codant pour la protdine complete. 

4) Virus selon I'une des revendications 1 i 3, 
caract^risd en ce que la sequence d'ADN codant pour IFN-y 
est sous la d^pendance d'un promoteur d'un ghne du poxvirus 

5) Virus selon la revendication 4, 
caract^ris^ en ce que le promoteur est un promoteur du 
ghne de la vaccine. 

6) Virus selon la revendication 5, 
caract^ris6 en ce que la sequence d'ADN codant pour IFN-y 
est sous le contr61e du promoteur du gene de la protdine 
7 ,SK de la vaccine. 

7) Virus selon I'une des revendications 1 h 6, 
caract6ris6 en ce que la sequence codant pour IFN-y est 
clon^e dans le gfene TK de la vaccine. 

8) Virus recombinant pWTG41. 

9) Cellule de mammif feres infect^e par un virus 
selon I'une des revendications 1 & 8. 

10) Proc6d6 de preparation d' IFN-y , 
caract6ris6 en ce qu'on cultive des cellules selon la 
revendication 9 et que I'on r^cupfere la protdine form^e. 

11) IFN-y obtenu par la mise en oeuvre du proc6d6 
selon la revendication 10. 

12) IFN-y obtenu h partir de culture cellulaire, 
caractdris^ en ce qu'il est sous forme mature et glycosyl^e. 
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13) Composition thdrapeutique, caract^ris^e en 
ce gu'elle comporte 1»IFN-Y selon la revendication 11 ou 
12. 

14) Composition th^ rapeutique , caract^ris^e en 
ce qu'elle comporte un virus selon I'une des revendica- 
tions 1 & 8. 

15) Composition selon la revendication 14, 
caract6ris6e en ce qu'elle est sous forme inoculable. 
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1/8 BqI II 

GA 

ft 

6GGQ66G6G6GGAACTTCTTTG6CTTAATTCTCTCGGAAACG 
43 

AT6 AAA TAT ACA A6T TAT ATC TTG GCT TTT 
Met Lys Tyr Thr Ser Tyr lie Leu Ala Phe 

73 

CAG CTC TGC ATC GTT TT6 GGT TCT CTT 66C 
Gin Leu Cys lie Val Leu Gly Ser Leu Gly 

103 

TGT TAC TGC CAG 6AC CCA TAT 6TA AAA GAA 
Cys Tyr Cys Gin Asp Pro Tyr Val Lys Glu 

133 

6CA GAA AAC CTT AAG AAA TAT TTT AAT GCA 
Ala Glu Asfl Leu Lys Lys Tyr Phe Asn Ala 

163 

GGT CAT TCA GAT GTA GC6 GAT AAT GGA ACT 
Gly His Ser Asp Val Ala Asp Asn Gly Thr 



193 

CTT TTC TTA GGC ATT TTG AAG AAT TGG AAA 
Leu Phe Leu 6ly He Lfeu Lys Asn Trp Lys 

223 

GAG GA<i AGT GAC AGA AAA ATA ATG CAG AGC 
Glu Glo Ser Asp Arg Lys lie Met Gin Ser 

253 

CAA ATT GTC TCC TTT TAC TTC AAA CTT TTT 
Gin n Val Ser Phe Tyr Phe Lys Leu Phe 



vie 
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283 

AAA AAC TTT 
Lys Asn Phe 

313 

AAG A6I 6TG 
Lys S«r Vol 

343 

AAT GTC AAG 
Asn Vsl Lys 

373 

AAA CGA 6AT 
Lys Arg Asp 

403 

TAT TC6 GTA 
Tyr Ser Val 

4 33 

AAA GCA ATA 
Lys Ala lie 

463 

GCT GAA CTG 
Ala Glu Leu 

493 

AAG CGA AAA 

Lys Arg Lys 

523 

GGT CGA AGA 
Gly Arg Arg 



AAA GAT GAC CAG 
Lys Asp Asp Gin 

GAG ACC ATC AAG 
Glu Thr He Lys 



TTT TTC GAT AGC 
Phe Phe Asp Ser 

GAC TTC GAA AAG 
Asp Phe Glu Lys 

ACT GAC TTG AAT 
Thr Asp Leu Asn 

CAT GAA CTC ATC 
His Glu Leu I le 



TCG CCA GCA GCT 
Ser Pro Ala Ala 



AGG AGT CAG ATG 
A?g Ser Gin Met 



GCA TCC CAG TAA 
Ala Ser Gin •«« 



AGC ATC CAA 
Ser lie Gin 



GAA GAC ATG 
Glu Asp Met 

AAC AAA AAG 
Asn Lys Lys 

CTG ACT AAT 
Leu Thr Asn 



GTC CAA CGC 
Val Gin Arg 



CAA 6TG ATG 
Gin Val Met 

AAA ACA GGG 
Lys Thr Gly 

CTG TTT CGA 
Leu Phe Arg 



TGG TTG TCC 
Trp 



0206920 

l»/8 

TGC CTG CAA TAT TTG AAT TTT AAA TCT AAA 



S63 

TCUTTTATTAATATTTAACATTATTTAT 

613 

ATGG&GAATATATTTTTA6ACTCATCAATC 
64 3 

AAATAAGTATTTATAATAGCAACTTTTGTG 



673 

TAATGAAAATGAATATCTATIAATATATGTA 



703 

TTATTTATAATTCCTAIATCCTGT6ACIG 



733 

TCTCACTTAATCCTTTGTTTTCTGACTAAT 



763 

TA6GCAAGGCTATGT6ATTACAA66CTTTA 



TCTCAG6GGCCAACTAG6CAGCCAACCTAAG 



623 

CAAGATCCCATGG6TTGT6TGTTTATTTC 

853 

ACTTGATGATACAAT6AACACTTATAAGTG 
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1'78 



683 

AAGTGATACTATCCA6TTACTGCCGGTTTG 



913 

AAAATATGCCT6CAATCTGA6CCA6T6CTTT 



94 3 

AAT66CATGTCA6ACA6AACTT6AAT6T6 

973 

TCA66T6ACCCT6ATGAAAACATAGCATC 



1003 

TCAG6AGATTTCAT6CCTGGTGCTTCCAAA 



1033 

TATTGTTGACAACT6TGACTGTACCCAAAT6G 



1063 

AAA6TAACTCAITT&TTAAAATTATCAAT 

1093 

ATCTAATATATAT6AATAAA6T6TAA6TT 
1123 

CACAACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCCCC 



1153 

CCCCCCCCCC 
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IN VITRO IN VIVO 



ADN \ACCINE 



I 

l50LEt€NT I ISOLEMENT 

PORTEUR PROMOFEUR 





INSERTION DE P DANS LE PORTEUR 



£> cDNA 

>AAAA/ 




GENOME DE LA VACCINE 




DOUBLE 

RB30MBINAISON 
RECIPROOUE 



c 
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1 2 3 4 5 6 7 




(1) marqueur A Hind / Eco 

(2) fragment Sau-Sau de MIdTGOS 

(3) fragment EcoRI-PstI de PVVtg41 
(4-7) recombinants vaccine TK~ 



FIG.7 



0206920 

8/8 




CI^IETIQUE DE SYNTTHESE ET DE UBERATION DANS LE MILIEU DE 
L If^TERFERON'Y PAR DES CELiaES INFECTEB RAR LE VIRUS 
RECDMBINANT VAOIE IFN-Y A 3.10-2 MOI 



FIG-8 
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